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SA[iENVATTING
He t  i n  d i t  p roe f sch r i f t  besch reven  onde rzoek  be t re f t  een  enzym da t  dee t
u i tmaak t  van  een  bac te r i ee l  f os foëno lpy ruvaa t  a fhanke l i j k  f os fo t r ans fe rase
sys teem,  a fgeko r t  PTS .  D i t  PTS  ve r t egenwoo rd ig t  één  van  de  man ie ren  waa rop
de  bac te r i e  su i ke r s  u i t  he t  on r i ngende  med ium kan  opnemen ,  t egen  een  concen -
t r a t i eg rad iën t  i n .  He t  PTs  bewerks te l l i g t  d i t  t r anspo r t  ove r  de  cy top rasma-
t i s che  menb raan  doo r  t ege l i j ke r t i j d  een  chem ische  reac t i e  u i t  t e  voe len ,  en
we1  de  f os fo r y l e r i ng  van  de  su i ke r ,  waa rb i j  f os foëno lpy ruvaa t  a l s  dono r  van
de fosfory l  gïoep fungeerct .  Doordat  het  cheÍr isch evenwicht  van deze react ie
zee r  ve ï  aan  de  kan t  van  de  ge fos fo r y l ee rde  su i ke r  I í g t ,  zo rg t  de  koppe l i ng
tussen  chem ische  reac t i e  en  t r anspo r t  e r voo r  da t  de  concen t ra t i e  van  de  ge -
fosfory leerde suiker in het  cytoplasrna veel  hoger kan worden dan de suiker-
concen t ra t i e  l n  he t  omr i ngende  med ium.  He t  e i gen l i j ke  t r anspo r t  van  de  su i -
ke r  ove r  de  cy top lasma t i sche  membraan  wo rd t  u i t gevoe rd  doo r  een  membraan -
gebonden enzym, maar behalve di t  enzyn is  een aantaf  andere,  membraan-gebon-
den  o f  v r i j  i n  he t  cy top lasma  aanwez ige ,  e iw i t t en  ac t i e f  i n  he t  PTS .  Deze
e iw i t t en  geven  i n  een  ke ten  van  reac t i es  de  f os fo r y l  g roep  van  f os foëno l -
pyruvaat aa-n elkaar door,  a lvorens deze bi j  de t ransportstap aÉrn de suj-ker
wo rd t  ove rged ïagen .  De  ee rs te  r eac t i e  i n  deze  ke ten  i s  de  ove rd rach t  van  de
fos fo r y l  g roep  van  f os foëno lpy ruvaa t  naa r  een  f os fo r y l  g roep  t r anspo r t e rend
e iw i t j e ,  HPr ,  een  reac t i e  d i e  wo rd t  geka ta l ysee rd  doo r  een  enzym da t  enzym I
i s  genoemd .  Enzym I  maak t  dus  de  f os fo r y l  g roep  van  f os foëno lpy ruvaa t ,  en
daa rmee  de  h i e r i n  opges lagen  me tabo le  ene rg i e ,  besch i kbaa r  voo r  he t  t r ans -
po r t  van  de  su i ke r ,  en  he t  i s  he t  we rk i ngsnechan i sme  van  d i t  enzym,  u i t  de
E .  co l í  bac te r i e ,  da t  he t  onde rwe rp  vo rm t  van  d i t  p roe f sch r i f t .  He t  enzym i s
in ons laborator ium in zuivere vorm voor.handen.
K i . ne t i ek  s t ud ies  t e r  ka rak te r i se r i ng  van  de  reac t i e  van  enzym I  ne t  he t
ee rs te  subs t raa t ,  f os foëno lpy ruvaa t ,  z í j n  besch reven  i n  de  hoo fds tukken  f  en
I I ,  Aan  de  hand  van  sugges t i es  i n  de  l i t t e ra tuu r ,  da t  de  doo r  enzym I  geka -
t a l ysee rde  reac t i e  noge l i j k  zou  ve r l open  Í n  twee  a f zonde r l i j ke  s t appen ,  v i a
een  f os fo -enzym I  i n t e r rned ia i r ,  we rd  een  assay  on tw i kke ld  waa r i n  de  f os fo r y -
ler j .ngssnelheid van enzym I  wordt  bepaald in chenisch evenwicht  v ia het  me-
ten van de snelheid waarmee met 14C gemerkt  fosfoënolpyruvaat wordt  ongezet
in pyruvaat.  Deze snelhei-d b leek in overeenstemming net  het  voorgestelde
reac t i emechan i sme ,  waa rmee  was  vas tges te l d  da t  de  ee rs te  r eac t i es tap  i n  he t
PTS inderdaad de fosfory ler ing vÍrn enzym I  u i t  fosfoênolpyruvaat is  (  hoofd-
s tuk  I  ) ,  U i t  een  nade ïe  bes tude r i ng  van  de  k i ne t i ek  van  deze  reac t i e  b l eek
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dat a l leen een dimeervorm van het  enzym kan worden gefosfory leerd (  hoofdstuk
I  ) ,  en  da t  b i nd Íng  van  één  tweewaa rd ig  me taa l i on  pe r  d i nee r  nod ig  i s  voo r
deze  f os fo r y l e r Í ng  (hoo fds tuk  I I )  De  expe r imen ten  z i j n  gedaan  ne t  Mg++  en
Mn- - ,  en  de  resu l t a ten  konden  wo rden  beves t i gd  doo r  he t  bepa len  van  de  b i n -
++
ding van l ln aan enzyn I  en fosfo-enzyn I ,  net  behulp van electron spin re-
sonan t i e .  Ge l  f i l t r a t i e  expe r i nen ten  l i e t en  z i en  da t  deze  me ta l en  ook  aan le i -
d i ng  geven  t o t  een  zeke re  s tab i l i sa t i e  van  de  d imee rvo rm  van  enzyn  I ,
K i ne t i ek  s t ud ies  a l s  h i e rboven  omsch reven ,  maa r  me t  i n  p l aa t s  van  14C
de  C -3  p ro tonen  en  deu te ronen  van  respec t i eveL i j k  f os foëno lpy ruvaa t  en  py ru -
vaa t  a I s  I abe l s  i n  de  i so toopu i tw i sse l i ng ,  l eve rden  een  s te r ke  aanw i j z i ng  op
da t  t i j dens  de  f os fo r y l e r Í ng  van  enzym I  he t  enzym een  p ro ton  ove rd raag t  op
he t  C -3  a toom van  he t  subs t raa t  (  hoo fds tuk  I  ) .  De  waa rnen ing  da t  de  ove r -
dracht  van een deuteron beduidend langzamer gaat  dan de overdracht  van een
proton toonde aan dat  deze stap snelheidsbeperkend en derhalve mechaJl is t isch
s i g n i f i c a n t  i s .
I n  de  hoo fds tukken  I I I  en  IV  wo rd t  nade r  i ngegaan  op  he t  be lang  van  de
p ro ton  ove rd rach t s reac t i e  voo r  he t  we rk i ngs rnechan i sme  van  enzym I .  I n  hoo fd -
s tuk  I I I  wo rd t  aange toond  da t  de  p ro ton  ove rd rach t  p l aa t sv i nd t  me t  een  hoge
ma te  van  s te reospec i f i c i t e i t ,  he tgeen  aan toon t  da t  deze  reac t i e  i nde rdaad
p laa t sv l nd t  op  he t  enzym,  en  n i e t  v r i j  i n  op loss i ng ,  Doo r  de  s te reoche Ín i e  van
deze react ie op te helderen werd tevens informat ie verkregen omtrent  de ru im-
te l i j ke  r angsch i kk i ng  van  g roepen  i - n  he t  ac t i eve  cen t rum van  enzym I .  B i j  de -
ze exper imenten werd gebruik genraakt  vaJr het  zuivere Z isomeer van het  sub-
s t r aa t  ana logon  f os foëno lbu t y raa t ,  en  een  ne thode  we rd  on tw i kke ld  om de  ch i -
r a l i t e i t  van  he t  r eac t i ep roduc t ,  3 - [H ,D ]  2 -oxobu t y raa t ,  t e  bepa len .  Deze  me t -
hode  i s  gebasee rd  op  de  bekende  s te reospec i f i c i t e i t  va r r  he t  enzym py ruvaa t
k inase,  Op eenvoudige wi jze \ r 'erden met behulp van enzym I  zuivere Z isomeren
van  f os foëno lbu t y raa t  en  3 - f l uo ro fos foëno lpy ruvaa t  ve r k regen ,  we l ke  van  be -
I ang  z i j n  a l s  subs t raa t  ana loga  i n  s t e reochem ische  expe r imen ten  me t  n i e t  a l -
leen enzym I ,  naar ook ardere fosfoënolpyruvaat gebruikende enzymen. Tevens
werden aanwi jz ingen verkregen dat  de react ie van fosfo-enzyrn I  net  3- f luoro-
p y r u v a a t  b r u i k b a a r  k a n  z i i n  o m  d e  c h i r a l i t e i t  v a n  S - [ f , H , D ]  o f  S - [ f , u , t ] -
py ruvaa t  t e  bepa l - en .
In hoofdstuk IV tenslot te wordt  aangetoond dat  het  substraat  analogon
en alky ler ingsreagens 3-broornpyruvaat een zeer ef fect ieve remmer van enzym f
i s .  Ande re  a l ky l e r i ngs reagen t i a  bLeken  vee l  m inde r  e f f ec t i e f  t e  z i i n ,  wa t
aangeeft  dat  de inact iver ing door broompyruvaat wordt  veroorzaakt  door
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a l ky l e r i ng  i n  he t  ac t i eve  cen t I ' un  van  enzym I ,  waa l sch i j n l i j k  doo r  a l ky l e r i ng
van de base die verantwoordel i jk  is  voor de proton overdracht  in de normale
react ie.  ExperÍmente. ,  rat  14C-broompyruvaat toonden aan dat  één aminozuur-
rest  per enzym I  d imeer snel  wordt  gealkyleerd zonder dat  inact ivel ing van
he t  enzym op t reed t ,  t e rw i i t  a l k y l e r i ng  van  een  tweede  am inozuu rLes t  he t  en -
zyn  vo l l ed i g  Í nac t i e f  maak t .  Doo r  r n i dde l  van  pap ie I ' e l ec t r o fo rese  expeL imen -
ten  aan  ge inac t i vee rd  en  ve rvo lgens  gehyd ro l ysee rd  enzym I  we rd  aange toond
dat beide arninozuren cysteÍnes z i in.
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